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Procedimiento para la identicacion de albacora
(Thunnus alalunga) en conservas de atun blanco, al-
bacora o bonito del norte.
El procedimiento se caracteriza por amplicar un
fragmento de 187 pb denominado BDR, del gen del
citocromo b, localizado en el ADN mitocondrial, por
la utilizacion secuencial de dos endonucleasas de res-
triccion sobre dicho fragmento amplicado, y por
el analisis de los fragmentos resultantes que per-
miten diferenciar la especie Albacora de otras es-
pecies susceptibles de ser empleadas como substi-
tutas de la misma en productos enlatados etique-
tados como conservas de Atun blanco, Albacora o
Bonito del Norte, tales como Rabil (Thunnus al-
bacares), Rojo (Thunnus thynnus), Patudo (Thun-
nus obesus), Listado (Katsuwonus pelamis), Bonito
Sarda (Sarda sarda), Bacoreta (Euthynus alletera-
tus) y Melva (Auxis thazard). De aplicacion en el
sector alimentario.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Procedimiento para la identicacion de albacora (Thunnus alalunga) en conservas de atun blanco,
albacora o bonito del norte.
Campo de la invencion
La invencion se reere a un procedimiento para identicar y diferenciar una especie de tunido de
elevado valor comercial, la Albacora (Thunnus alalunga), de otras especies susceptibles de ser emplea-
das como substitutos de la misma en productos enlatados etiquetados como conservas de Atun blanco,
Albacora o Bonito del Norte. El procedimiento propuesto puede aplicarse tambien a cualquier tipo de
producto fresco, cocido, congelado, refrigerado, etc. La invencion tiene aplicacion en el sector de la in-
dustria de transformacion de alimentos, mas concretamente en el campo de la Identicacion o Control de
Origen de Especies empleadas para la elaboracion de productos pesqueros.
Antecedentes de la invencion
Durante los ultimos a~nos, los intercambios comerciales han puesto de maniesto algunos problemas
relacionados con el correcto etiquetado de los productos y que tienen una particular incidencia en el
caso del sector pesquero, debido a la elevada variedad tanto de especies como de procesos de transfor-
macion y/o conservacion existentes. La reglamentacion sobre la rotulacion de los alimentos ha aumentado
considerablemente en los ultimos a~nos, sobre todo, en la direccion de obligar a que se indiquen ciertas
caractersticas tales como la composicion nutricional, la lista completa de ingredientes y, en algunos casos,
sus proporciones. Ello se debe, fundamentalmente, a una preocupacion creciente, tanto de los consumi-
dores como de la administracion, de estar informados de los alimentos que se comercializan, bien por su
incidencia en la salud, bien por su calidad o por su precio. Este es el caso de la industria de conservas
de tunidos con un numero considerable de especies susceptibles de ser empleadas en la elaboracion de
dichos productos. Los grados de calidad y de aceptacion de estas conservas en el consumidor pueden
llegar a ser muy diferentes redundando por ello en su precio en el mercado. Un requisito fundamental es
que el producto indicado en la etiqueta sea el que se encuentre dentro del envase y pueda ser identicado
de forma inequvoca. Para ello es preciso disponer de las tecnicas analticas adecuadas que permitan
determinar los constituyentes del alimento y su proporcion.
En la legislacion espa~nola vigente se recogen distintas rotulaciones para las conservas de tunidos en
funcion de la materia prima empleada (Tabla 1).
TABLA 1
Especies de tunidos comerciales y sus denominaciones normalizadas en el mercado espa~nol (BOE, 1984)
Denominacion comun Denominacion cientca Denominacion
Atun Thunnus thynnus Atun
Rabil Thunnus albacares Atun
Patudo Thunnus obesus Atun
Listado Katsuwonus pelamys Atun
Albacora Thunnus alalunga Atun blanco - Albacora o atun
blanco - (Bonito del Norte)
Bonito Sarda sarda Bonito sarda
Bacoreta Euthynnus alleteratus Bacoreta
Melva Auxis thazard Melva
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La Albacora o Atun Blanco es la especie de tunido mas apreciada comercialmente en Espa~na. Esto
hace que exista un posible benecio economico en su substitucion por especies de menor valor comercial,
tales como otras especies del genero Thunnus (Rabil, Patudo o Rojo) u otras especies de tunidos (Listado,
Bacoreta o Melva). Sin embargo, la identicacion de una especie dada, una vez sometida al proceso de
esterilizacion, resulta practicamente imposible con la metodologa que se emplea actualmente para otros
productos. Ante la carencia de un metodo de identicacion, las especies de tunidos en conserva se han
identicado por su apariencia, olor, textura y color en un intento grosero de diferenciarlas.
Cuando el pescado esta fresco o congelado pero intacto, la mayora de las especies pueden ser diferen-
ciadas por sus caracteres taxonomicos morfologicos. Cuando el producto ha sido sometido a operaciones
como leteado o eviscerado, donde algunos de estos caracteres se han perdido, hay que recurrir al em-
pleo de caracteres taxonomicos bioqumicos para su identicacion. El problema se complica cuando la
especie se somete a un procesamiento termico, como es el caso de la conserva, ya que ademas de que la
mayora de sus atributos se han modicado, un gran numero de sus constituyentes bioqumicos sufren
alteraciones debidas a la accion del calor. Esto hace que la metodologa utilizada para la identicacion
de los productos no procesados no proporcione resultados satisfactorios en el caso de las conservas.
Teniendo en cuenta que los atributos morfologicos son un reflejo de las diferencias geneticas, las
tecnicas analticas que puedan diferenciar los componentes geneticos especcos, como son las protenas
y los acidos nucleicos, seran los metodos idoneos para la identicacion de la especie.
Recientemente, se ha puesto de maniesto la posibilidad de identicar especies de tunidos mediante
los patrones de isoelectroenfoque generados por los peptidos obtenidos tras la digestion de las protenas
del musculo enlatado con bromuro de cianogeno. Sin embargo, la tecnica presenta problemas a la hora de
diferenciar especies muy relacionadas logeneticamente, por ejemplo, las pertenecientes al genero Thun-
nus (Mackie et al., 1992) [vease el apartado relativo a la BIBLIOGRAFIA]. Otras desventajas son la baja
reproducibilidad de los patrones electroforeticos y un tiempo de analisis excesivamente largo.
Otras aproximaciones incluyen el analisis de acidos nucleicos, debido a que sufren un menor deterioro
tras el tratamiento termico, permitiendo la determinacion de especies en productos alimentarios. Por otro
lado, podran dar una mayor informacion acerca de diferencias especcas debido a que cada aminoacido
proteico estara determinado por un codon (triplete de bases). Tanto el ADN mitocondrial (ADNmt)
como el nuclear pueden ser utilizados para el analisis de especies. El ADNmt se utiliza preferentemente
para la identicacion de especies por ser de tama~no menor que el nuclear, existir mas copias del ADNmt
dentro de una misma celula y no presentar secuencias no codicantes (intrones).
Diversas estrategias basadas en el analisis del ADNmt, como por ejemplo la amplicacion especca de
ADN o la digestion de ADN amplicado con enzimas de restriccion, se han empleado para realizar estudios
de diferenciacion de especies o poblaciones en productos tales como huevas de esturion, caracoles, carne
de cetaceos, etc., (Borgo et al., 1996, DeSalle y Birstein, 1996; Baker y Palumbi, 1994). En el caso de
la diferenciacion de tunidos con nes biologicos se ha utilizado la amplicacion y posterior secuenciacion
de fragmentos del ADNmt para la diferenciacion de cuatro especies (Barlett & Davidson, 1991). Estos
mismos autores, en la solicitud de patente PCT WO92/05277, han descrito un procedimiento de identi-
cacion de cualquier especie que incluye la amplicacion a partir del empleo de una pareja de cebadores
determinada y el analisis genetico de las secuencias del fragmento generado, mostrando el caso concreto
de la identicacion de dichas especies de tunidos (Davidson y Barlett, 1992). Dicho metodo es adecuado
para la identicacion de dichas especies cuando no han sido sometidas a un procesamiento termico. Sin
embargo, en el caso de las conservas, la amplicacion de ADN por ellos planteada obtiene rendimientos
muy bajos o inexistentes, imposibilitando su analisis (Quinteiro et al., 1998). Recientemente, se han
publicado las secuencias de otros cebadores que producen rendimientos sucientes en reacciones de am-
plicacion utilizando ADN de conservas de tunidos. Unseld et al. (1995) proponen la utilizacion de un
fragmento cuya informacion es insuciente para distinguir todas las especies de tunidos que pueden ser
empleadas comercialmente en una conserva. En el trabajo de Quinteiro et al. (1998) se propone una
metodologa para la identicacion de seis especies de tunidos, sin embargo, en ella no se contempla ni la
posible presencia de Bacoreta o ni de Melva como posibles substitutos. La metodologa propuesta por
estos autores es tanto el analisis de distancias geneticas basadas en secuencias, como la digestion mediante
tres enzimas de restriccion del fragmento de PCR [reaccion de amplicacion en cadena de la polimerasa]
generado por los cebadores antes mencionados y el analisis electroforetico de los fragmentos de restriccion,
Existe, por consiguiente, la necesidad de disponer de un procedimiento para la identicacion de Thunnus
alalunga en conservas que supere la totalidad o parte de los inconvenientes previamente mencionados en
relacion con los metodos analticos convencionales.
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Compendio de la invencion
El objetivo de la invencion es la identicacion de la especie Albacora (Thunnus alalunga) en productos
enlatados etiquetados como conservas de Atun blanco, Albacora o Bonito del Norte, La invencion se basa
en la amplicacion de un fragmento determinado del gen del citocromo b del ADNmt, y en el estudio
de las diferencias presentes en su secuencia nucleotdica entre la especie Albacora (Thunnus alalunga) y
las de aquellas otras especies que pueden ser empleadas como substitutas de la misma: Rabil (Thunnus
albacares), Rojo (Thunnus thynnus), Patudo (Thunnus obesus), Listado (Katsuwonus pelamis), Bonito
Sarda (Sarda sarda), Bacoreta (Euthynus alleteratus) y Melva (Auxis thazard). Sobre la base de esas
diferencias interespeccas se presentan dos endonucleasas de restriccion cuya utilizacion genera patrones
electroforeticos caractersticos de la especie Albacora. La novedad de la tecnica que aqu se presenta
estriba en el hecho de proporcionar al usuario la secuencia de cebadores que permiten la amplicacion
efectiva de un fragmento especco de la Albacora en conserva as como de las otras siete especies de
tunidos susceptibles de ser empleadas como substitutos de esta. Sobre dicho fragmento se han selec-
cionado dos endonucleasas de restriccion especcas que, basandose en el analisis de los fragmentos de
restriccion por ellas generados, permiten diferenciar la Albacora de las otras especies. La tecnica utili-
zada en el procedimiento proporcionado por esta invencion se caracteriza por su bajo coste, su sencillez y
rapidez frente a la secuenciacion, y, frente a la tecnica de enzimas de restriccion propuesta por Quinteiro
et al. (1998) tiene la ventaja de que se usan dos enzimas de restriccion en lugar de tres, y la posibilidad
de diferenciar la Albacora de la Melva y la Bacoreta.
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Breve descripcion de las guras
La Figura 1 muestra el esquema del protocolo a seguir para la identicacion de la Albacora (Thunnus
alalunga) en conserva.
La Figura 2 muestra un gel de agarosa en donde se pone de maniesto la eciencia de la amplicacion
en las 8 especies de tunidos utilizando los cebadores BDR-L y BDR-H. Las calles corresponden con las
siguientes muestras de la derecha a la izquierda: Standard de Peso Molecular, A1, A1, B3, B3, Rb2,
Rb2, Ro7, Ro7, P1, P1, M6, M6, S1, S1. Las abreviaturas corresponden a las muestras: A=Albacora,
Rb=Rabil, Ro=Rojo, P=Patudo, L=Listado, S=Sarda, B=Bacoreta, M=Melva. Los numeros se corres-
ponden con diferentes individuos analizados.
La Figura 3 representa la secuencia del fragmento BDR en la especie Albacora mostrando las dianas
de las enzimas Sca I y Stu I. La secuencia de dicho fragmento se muestra en la SEC. ID. N: 3 Las
secuencias subrayadas corresponden a los cebadores para la PCR.
La Figura 4 muestra el esquema de la diferenciacion entre las 8 especies de tunidos obtenida tras
la digestion del fragmento BDR con las enzimas Sca I y Stu I. Las abreviaturas corresponden a las si-
guientes muestras: A=Albacora, RB=Rabil, RO=Rojo, P=Patudo, L=Listado, S=Sarda, B=Bacoreta,
M=Melva.
La Figura 5 muestra la separacion electroforetica de los fragmentos de restriccion del amplicon BDR
generados mediante la digestion con la enzima Sca I. Las abreviaturas corresponden a las siguientes
muestras: MW: Patron comercial de ADN de diferentes pesos moleculares; A=Albacora, RB=Rabil,
RO=Rojo, P=Patudo, L=Listado, S=Sarda, B=Bacoreta, M=Melva. Los numeros se corresponden con
diferentes individuos analizados.
La Figura 6 muestra la separacion electroforetica de los fragmentos de restriccion del amplicon BDR
generados mediante digestion con la enzima Stu I. Las abreviaturas corresponden a las siguientes mues-
tras: MW: Patron comercial de ADN de diferentes pesos moleculares, A=Albacora, RB=Rabil, RO=Rojo,
P=Patudo, L=Listado, S=Sarda, M=Melva. Los numeros se corresponden con los diferentes individuos
analizados.
La Figura 7 muestra un gel de agarosa donde se pone de maniesto la eciencia de la amplicacion
en las 10 muestras comerciales utilizando los cebadores BDR-L y BDR-H. Los numeros corresponden a
diferentes muestras comerciales. La primera calle de la izquierda se corresponde con el Standard de Peso
Molecular.
La Figura 8 muestra la separacion electroforetica de los fragmentos de restriccion del amplicon BDR
generados mediante la digestion con las enzimas Sca I y Stu I. Los numeros corresponden a diferentes
muestras comerciales. La primera calle de la izquierda se corresponde con el Standard de Peso Molecular.
Descripcion detallada de la invencion
La invencion proporciona un procedimiento para la identicacion de la especie Albacora (Thunnus
alalunga) en productos enlatados (conservas), particularmente en productos enlatados comerciales rotu-
lados como conservas de Atun Blanco, Albacora o Bonito del Norte. El procedimiento de la presente
invencion se caracteriza por la amplicacion de un fragmento denominado BDR del gen del citocromo
b, localizado en el ADNmt, de 187 pb, por la utilizacion secuencial de dos endonucleasas de restriccion
sobre dicho fragmento. y por el analisis de los fragmentos resultantes que permiten diferenciar la especie
Albacora de otras especies susceptibles de ser empleadas como substitutas de la misma: Rabil (Thunnus
albacares), Rojo (Thunnus thynnus), Patudo (Thunnus obesus), Listado (Katsuwonus pelamis), Bonito
Sarda (Sarda sarda), Bacoreta (Euthynus alleteratus) y Melva (Auxis thazard). La metodologa a utilizar
sigue los pasos que se detallan a continuacion y que se muestran en la Figura 1.
Metodologa:
1. Extraccion del ADN.
2. Amplicacion del fragmento BDR del gen del citocromo b.
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3. Comprobacion de la amplicacion.
4. Dise~no de un conjunto de endonucleasas de restriccion especcas.
5. Posible concentracion de amplicones.
6. Digestion de alcuotas del fragmento BDR con endo-nucleasas de restriccion que reconozcan y
corten las secuencias AGT!ACT y AGG!CCT.
7. Estudio de los fragmentos de restriccion resultantes.
A continuacion se describira detalladamente cada una de las etapas mencionadas.
1. Preparacion de reactivos y material de laboratorio
Todas las soluciones y el material que se emplea en la extraccion y en la amplicacion de ADN deben
de estar libres de ADN contaminante, para lo cual se esterilizaran los reactivos as como el material de
plastico o vidrio que se utilice (tubos eppendorf, espatulas, pinzas, etc.).
2. Extraccion y puricacion del ADN
Se precisa realizar una extraccion de ADN correspondiente a un mismo miotomo de musculo, elimi-
nando el aceite o lquido de cobertura. En la bibliografa pueden encontrarse diversos procedimientos de
extraccion de ADN a partir de musculo de pescado (vease, por ejemplo, Barlett and Davidson, 1991).
Los principales problemas en la extraccion del ADN en el caso de una conserva estan originados por la
degradacion del ADN durante el proceso de coccion y esterilizacion de la misma ya que se diculta la
extraccion de concentraciones sucientes de ADN de elevada calidad (se encuentran fragmentos con un
tama~no de 500 pb [pares de bases] mientras que en pescado fresco el tama~no oscila entre 20.000-500 pb).
Es preciso conseguir cantidades signicativas de ADN sucientemente conservado para aplicar la tecnica
de diferenciacion de especies que se describe en esta invencion. El ADN extrado debe ser adecuado
para la amplicacion y debe contener suciente informacion como para permitir la diferenciacion de las
especies. Asimismo, el tama~no de los fragmentos resultantes de la extraccion debe ser menor o igual
que el mayor fragmento de ADN extrado y estar cercano al tama~no promedio para evitar la existencia
de un elevado numero de moleculas de ADN de menor tama~no, las cuales dicultaran la amplicacion
posterior.
Una vez extrado, es importante puricar el ADN eliminando otros componentes como las protenas,
carbohidratos y fragmentos de ADN de tama~no menor a 100 pb.
3. Obtencion del fragmento amplicado BDR
3.1. Reaccion de amplicacion (PCR)
Alcuotas de ADN puricado se someten a la Reaccion de Amplicacion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) con objeto de obtener el fragmento BDR de 187 pares de bases, localizado en una seccion del gen
del citocromo b.
Para ello se utilizan disoluciones de dos cebadores, denominados respectivamente BDR-L y BDR-H,
cuyas estructuras se corresponden con las siguientes secuencias de nucleotidos [vease el apartado relativo
a la LISTA DE SECUENCIAS]:
BDR-L: SEC. ID. N: 1 (23 nucleotidos)
BDR-H: SEC. ID. N: 2 (34 nucleotidos)
Las bases de la secuencia de nucleotidos se han representado utilizando el codigo de una sola letra para
expresar los caracteres de la secuencia de nucleotidos, de acuerdo con lo establecido por la IUPAC-IUB en
Nucleic Acids Research 13, 3021-3030 (1985) y en The Biochemical Journal 219, No. 2, 345-373 (1984),
concretamente: A: adenina, C: citosina, G: guanina, T. timina, M: A o C; S: G o C; N:A, C, T o G; Y:
C o T; H: A, C O T; D: A, G o T.
El dise~no de los cebadores se realizo teniendo en cuenta una serie de posiciones en las que puede encon-
trarse mas de una base en las secuencias de las distintas especies de tunidos estudiadas. Estos cebadores
pueden obtenerse mediante sntesis realizada por distintas casas comerciales (por ejemplo, Amersham
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Pharmacia Biotech).
La reaccion de amplicacion en cadena de la polimerasa se lleva a cabo en un termociclador sometiendo
las muestras a un programa de ciclos de temperatura adecuado para obtener unos rendimientos elevados
del producto de amplicacion, por ejemplo, un programa de ciclos de temperatura (BDR-PG) tal como
el que se muestra en la Tabla 2.
TABLA 2
PCR: Programa de ciclos de temperatura (BDR-PG)
Etapa Temperatura Tiempo
Inicial 94C 2 minutos
Ciclo (x35) 94C 20 segundos
52C 20 segundos
72C 50 segundos
Final 72C 6 minuto
4. Comprobacion de la eciencia de la amplicacion
Es preciso comprobar la ecacia de la amplicacion. Puede emplearse para ello cualquier tecnica
apropiada, por ejemplo, una electroforesis en un gel de agarosa (Figura 2). Los productos de ampli-
cacion pueden visualizarse mediante iluminacion con una lampara de UV (ultravioleta). Debe emplearse
un patron de pesos moleculares, con fragmentos de ADN comprendidos entre 100 y 2.000 pb para estimar
el peso molecular de los fragmentos amplicados.
5. Concentracion de los productos de PCR
Puede ser preciso realizar una concentracion previa de los productos de amplicacion para llevar a
cabo con ecacia la digestion con la endonucleasa de restriccion y la visualizacion de los fragmentos resul-
tantes. El grado de concentracion de las muestras dependera de la sensibilidad de las tecnicas empleadas
para visualizar los fragmentos resultantes de la digestion.
6. Digestion con endonucleasas de restriccion
El fragmento BDR de las especies de tunidos analizadas presenta una serie de posiciones adecuadas
para el diagnostico en su secuencia nucleotdica. Estas posiciones, caractersticas de cada especie, permi-
ten seleccionar dos endonucleasas de restriccion, concretamente, las enzimas Sca I y Stu I que actuaran
secuencialmente. La primera de ellas (Sca I) distingue las especies pertenecientes al genero Thunnus de
las demas y la segunda diferencia la Albacora del Rabil, Rojo y Patudo.
La enzima Sca I reconoce la secuencia diagnostica: AGT!ACT de las especies pertenecientes al genero
Thunnus: Albacora, Rabil, Rojo y Patudo (Figura 3) originando en el fragmento BDR de estas especies
un corte en la posicion 104 que da como resultado dos segmentos de unidades 83 pb y 104 pb respectiva-
mente (Figura 4). Los fragmentos BDR de todas las demas especies, Listado, Bacoreta, Melva y Sarda,
no resultan digeridos con esta enzima.
La enzima Stu I reconoce la secuencia AGG!CCT que se encuentra en el fragmento BDR de la especie
Albacora, Melva y Sarda, originando en las mismas un corte en la posicion 53 que da como resultado
dos segmentos de unidades 53 pb y 134 pb respectivamente. Rabil, Rojo, Patudo, Listado y Bacoreta no
presentan esta secuencia y, por tanto, despues de la reaccion enzimatica sus correspondientes fragmentos
BDR no son digeridos en ninguna posicion.
La digestion del fragmento BDR se realiza con las enzimas Sca I y Stu I empleando el tampon ade-
cuado y las condiciones de tiempo y temperatura optimas para la actuacion de las mismas. Las reacciones
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de digestion suelen incubarse durante 10-15 horas a la temperatura de 37C.
7. Estudio de los fragmentos de restriccion resultantes
El resultado de la digestion debe visualizarse para obtener los patrones de fragmentos de cada espe-
cie. Las muestras que se identicaran en base a la enzima Sca I, como Albacora, Rabil, Rojo o Patudo
presentaran un patron electroforetico de dos fragmentos, de 104 y 83 pb, mientras que las demas especies
mostraran el fragmento no digerido de 187 pb (Figura 5). Posteriormente, las muestras que se identi-
quen como la especie Albacora de acuerdo con los perles obtenidos tras la digestion con la enzima Stu
I presentaran un patron de dos fragmentos, de 53 y 134 pb, mientras que las demas especies mostraran
el fragmento no digerido de 187 pb (Figura 6).
A modo de resumen, en una realizacion particular, la invencion proporciona un procedimiento para
la identicacion de la especie Albacora (Thunnus alalunga) en una muestra a ensayar que comprende las
etapas de:
a) obtener la muestra del producto a ensayar;
b) extraer y puricar el ADN de la muestra del producto a ensayar, en una cantidad suciente para
poder efectuar una reaccion de amplicacion en cadena de la polimerasa (PCR);
c) amplicar mediante PCR un fragmento de ADN presente en el ADN extrado, denominado BDR,
contenido en el gen del citocromo b, localizado en el ADN mitocondrial, de 187 pares de bases (pb),
cuya secuencia de nucleotidos se corresponde a la SEC. ID. N: 3, mediante el empleo de los cebadores
identicados como BDR-L y BDR-H, cuyas secuencias de nucleotidos corresponden a las SEC ID. N: 1
y SEC. ID. N: 2, respectivamente,
d) analizar la presencia o ausencia de amplicones BDR;
e) digerir los amplicones obtenidos con enzimas de restriccion que reconozcan la diana de restriccion
AGT!ACT y la diana de restriccion AGG!CCT, y
f) analizar los productos de digestion resultantes y compararlos con un patron de fragmentos de res-
triccion del fragmento BDR de Albacora que presenta (i) un fragmento de 104 pb y otro de 83 pb tras la
digestion con la enzima de restriccion que reconoce la diana de restriccion AGT!ACT, y (ii) un fragmento
de 53 pb y otro fragmento de 134 pb tras la digestion con la enzima de restriccion que reconoce la diana
de restriccion AGG!CCT.
El procedimiento proporcionado por esta invencion puede aplicarse tambien a cualquier tipo de pro-
ducto fresco, cocido, congelado, refrigerado, etc.
El siguiente ejemplo sirve para ilustrar la invencion y no debe ser considerado como limitativo del
alcance de la misma.
Ejemplo
Identicacion de la especie Albacora en conservas
Se plantea el problema de identicar la especie Albacora en 10 conservas comerciales etiquetadas como
Albacora o Atun Blanco.
1. Extraccion de ADN
Se realizo la extraccion de ADN de una muestra de 3 g de musculo enlatado correspondiente a un
mismo miotomo. Se elimino el exceso de aceite o de lquido de cobertura con papel de ltro, se homoge-
neizo el musculo y se tomaron 0,3 g para llevar a cabo la metodologa que a continuacion se describe.
Se transeren 150 mg de musculo previamente homogeneizado a un tubo de 2 mi con 860 l de
Tampon 1 (1 % SDS, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, TRIS-HCl 10 mM, pH 8).
Se agita el tubo suavemente y se a~naden 100 l de tiocianato de guanidina (5 M) y 40 l de una
disolucion de Proteinasa K (20 mg/ml en agua).
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El tubo se agita suavemente, se cierra y se incuba durante 2 horas a 56C.
Se le a~naden de nuevo 40 l de la disolucion de Proteinasa K (20 mg/ml en agua) y se incuba durante
10-14 horas a 56C.
Posteriormente se centrifuga el tubo durante 5 minutos a 11.600 x g. El sobrenadante se recoge y se
realiza una nueva centrifugacion del mismo con objeto de eliminar todo el material particulado.
2. Puricacion del ADN
El procedimiento que aqu se describe utiliza el kit WIZARD DNA Clean-Up System (PROMEGA
Corporation, Madison WI USA, Cat. A7280). Como equipamiento se necesita una bomba de vaco, un
kitasato, una goma de vaco y un Vac-Man (PROMEGA Corporation, Madison WI USA, Cat. A7231).
Para realizar el proceso es preciso acoplar una minicolumna Wizard a una jeringa Wizard mediante
el cierre Luer-Lok y ambos se ensamblan al Vac-Man colocado en el kitasato.
Se transere 1 ml de resina Wizard a un tubo de 1,5 ml y sobre el se a~naden 500 l del sobrenadante,
se mezcla el contenido de este tubo varias veces por inversion. A continuacion, se transere el contenido
del tubo a la jeringa Wizard acoplada al sistema de vaco, de tal forma que se hace pasar lquido a traves
de la minicolumna quedando retenida la resina con las moleculas de ADN adheridas a la misma.
Una vez eluido el disolvente, se procede a un lavado con 2 ml de isopropanol al 80 % acoplando de
nuevo el vaco.
La eliminacion del isopropanol residual tiene una elevada importancia. Para ello, se retira la jeringa
Wizard y se coloca la minicolumna Wizard en un tubo eppendo (1,5 ml). A continuacion se centrifuga
dicho eppendorf durante 20 segundos a 11.600 x g. El isopropanol remanente se ha ltrado situandose
en el fondo del eppendorf.
Una vez realizada esta centrifugacion, se retira la minicolumna del eppendor y se introduce en uno
nuevo. Se a~naden sobre la minicolumna 50 l de agua Milli-Q precalentada (70C). Se deja reposar du-
rante 1 minuto y se centrifuga nuevamente durante 20 segundos a 11.600 x g. Se desprecia la minicolumna
y el ADN puricado se recupera del fondo del eppendorf (volumen aproximado de 50 l).
3. Cuanticacion del ADN extrado
Es importante cuanticar la cantidad de ADN extrado ya que se necesita una cantidad mnima para
realizar la reaccion de amplicacion de la polimerasa. En las condiciones utilizadas en nuestro labora-
torio, la cantidad mnima de ADN extrado de musculo de pescado enlatado es de 0,20 g. Uno de los
procedimientos mas utilizados para cuanticar el ADN de un extracto emplea un metodo fluorimetrico
basado en un ensayo con bisbenzimidazol (Hoechst 33258) (Downss and Wilnger, 1983).
Se prepara una recta de calibrado comprendida entre 10 y 125 ng ADN/ml en un tampon II acuoso
que contiene 10 % en volumen del tampon TNE (100 Tris mM, EDTA 10 mM, NaCl 2 M, pH 7,4) y
0,005% del reactivo HOECHST 33258 (Molecular Probes, Leiden, Holanda. Cat H-3569). Se emplea
para ello un stock de ADN de timo de ternera (Calf Thymus) (2 g/ml) de Sigma. La concentracion de
ADN en el extracto se mide a~nadiendo 2 ml de tampon II a una alcuota de 2,2 l del extracto de ADN. Se
registra la fluorescencia a longitudes de onda de excitacion/emision 350/455 nm, utilizando como blanco
el tampon II sin ADN. La concentracion de ADN de la muestra se obtiene por interpolacion de la lectura
del fluormetro en la recta de calibrado previamente obtenida.
Para las muestras ensayadas las concentraciones obtenidas se encontraron en tomo a los 100 g de
ADN/ml de extracto.
4. Reaccion de amplicacion (PCR)
Para ello se utilizan disoluciones (40 M) de los dos cebadores, denominados respectivamente BDR-L
y BDR-H [SEC ID. N: 1 y SEC. ID. N: 2, respectivamente].
La reaccion de la polimerasa se lleva a cabo en un eppendorf (0,5 ml), donde una alcuota de 2-4 l
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de la disolucion de ADN extrado (0,2-1 g) se pone en contacto con una solucion que contiene NTP 200
M, Tris-CIH 10 mM, pH 8,3, KCl 50 mM, Mg2+ 2,5 mM, 0,625 U de la enzima Taq Polimerasa y 0,24
M de cada uno de los dos cebadores. El volumen nal se ajusta a 50 l.
5. Comprobacion de la eciencia de la amplicacion
Se empleo una electroforesis en un gel de agarosa al 4 % en tampon TAE (Tris acetato 40 mM, pH 8,5,
EDTA 2 mM), con 0,5 g de bromuro de etidio/ml de gel (Figura 7). Los productos de la amplicacion
(5 l) se visualizaron mediante iluminacion con una lampara de UV. Se empleo un patron de pesos mo-
leculares, con fragmentos de ADN comprendidos entre 100 y 2.000 pb para estimar el peso molecular de
los fragmentos amplicados (100 Base-Pair Ladder, de Amersham Pharmacia Biotech).
6. Concentracion de los productos de amplicacion
Los productos de amplicacion se concentraron 5 veces mediante la utilizacion de microconcentradores
Micron-30 con un punto de corte de 100 pb (Amico, USA).
7. Digestion de productos de PCR con enzimas de restriccion
Los productos de PCR se digirieron con las enzimas Sca I y Stu I separadamente. La digestion se
realizo en tubos eppendorf, donde alcuotas de 1-2,5 l de los productos de amplicacion previamente
concentrados se digirieron con 0,5 U de las enzimas, 1 l del tampon adecuado a cada enzima, comple-
tando el volumen de reaccion hasta 10 l con agua. Las reacciones de digestion se incuban durante 10-15
horas a la temperatura optima de cada enzima: 37C respectivamente para Sca I y Stu I.
8. Estudio de los fragmentos de restriccion resultantes
Se analizaron los fragmentos resultantes de la digestion con las dos endonucleasas mediante una sepa-
racion electroforetica y la posterior visualizacion de los perles obtenidos. La separacion de los fragmentos
se realizo utilizando el equipo GenePhor (Amersham Pharmacia Biotech) y geles de poliacrilamida co-
merciales de esa misma casa (GeneGel Excel 12,5 %/24, Amersham Pharmacia Biotech). Las condiciones
usadas para realizar la separacion electroforetica fueron las siguientes: 600 voltios, 15 mA, 8 watios y
15C. La visualizacion de los fragmentos se llevo a cabo empleando la tincion de plata descrita por Heus-
keshoven y Dermick (1985) (Figura 8) Las muestras que se identican como Albacora, presentan, en base
a la digestion con la enzima Sca I, un patron electroforetico de dos fragmentos, de 104 y 83 pb, y en base
a la digestion con la enzima Stu I un patron de dos fragmentos, de 53 y 234 pb.
En la Tabla 3 se detallan los resultados obtenidos tras la digestion con las enzimas Sca I y Stu I en las
10 muestras analizadas. Se identicaron 5 de las muestras como de la especie Albacora y otras 5 como
no Albacora.
TABLA 3
Resultados del analisis por RFLP de las muestras en conserva
Clave de la muestra Identicacion
1 Albacora
2 No Albacora
3 No Albacora
4 Albacora
5 Albacora
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TABLA 3 (Continuacion)
Clave de la muestra Identicacion
6 No Albacora
7 No Albacora
8 Albacora
9 No Albacora
10 Albacora
Lista de secuencias
(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTE
(A) NOMBRE: CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
(B) CALLE: Serrano, 113
(C) CIUDAD: Madrid
(D) PROVINCIA: Madrid
(E) PAIS: Espa~na
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): 28006
(G) TELEFONO: 91 585 50 00
(H) FAX: 91 411 30 77
(ii) TITULO DE LA INVENCION:
PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION DE ALBACORA (Thunnus alalunga) EN
CONSERVAS DE ATUN BLANCO, ALBACORA O BONITO DEL NORTE
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 3
(iv) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE SOPORTE: Floppy disk
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (OPE)
(2) INFORMACION DE LA SECUENCIA IDENTIFICADA N (SEC. ID. N): 1
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: acido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID. N: 1:
GCMAACGGSG CNTCYTTCTT CTT 23
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(2) INFORMACION DE LA SEC: ID. N: 2
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 34 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) ) TIPO DE MOLECULA: acido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID. N: 2
TGACGGTAGC HCCTCAGAAD GACATTTGTC CTCA 34
(2) INFORMACION DE LA SEC. ID. N: 3
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 187 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: acido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N: 3:
GCMAACGGSG CNTCYTTCTT CTTCATCTGC ATCTACTTCC ATATTGGCCG AGGCCTTTAC
TACGGCTCCT ACCTCTACAA AGAAACATGA AACATCGGCG TAGTACTCCT ACTCCTAGTA
ATGATGACCG CCTTCGTCGG CTACGTCCTT CCCTGAGGAC AAATGTCNTT CTGAGGNGCT
ACCGTCA 187
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la identicacion de la especie Albacora (Thunnus alalunga) en una muestra
a ensayar que comprende las etapas de:
a) obtener la muestra del producto a ensayar;
b) extraer y puricar el ADN de la muestra del producto a ensayar, en una cantidad suciente para
poder efectuar una reaccion de amplicacion en cadena de la polimerasa (PCR);
c) amplicar mediante PCR un fragmento de ADN presente en el ADN extrado, denominado BDR,
contenido en el gen del citocromo b, localizado en el ADN mitocondrial, de 187 pares de bases (pb),
cuya secuencia de nucleotidos se corresponde a la SEC. ID N: 3, mediante el empleo de los cebadores
identicados como BDR-L y BDR-H, cuyas secuencias de nucleotidos corresponden a las SEC ID. N: 1
y SEC. ID. N: 2, respectivamente;
d) analizar la presencia o ausencia de amplicones BDR;
e) digerir los amplicones obtenidos con enzimas de restriccion que reconozcan la diana de restriccion
AGT!ACT y la diana de restriccion AGG!CCT; y
f) analizar los productos de digestion resultantes y compararlos con un patron de fragmentos de res-
triccion del fragmento BDR de Albacora que presenta (i) un fragmento de 104 pb y otro de 83 pb tras la
digestion con la enzima de restriccion que reconoce la diana de restriccion AGT!ACT y (ii) un fragmento
de 53 pb y otro fragmento de 134 pb tras la digestion con la enzima de restriccion que reconoce diana de
restriccion AGG!CCT.
2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicha muestra a ensayar procede de una conserva
o de un producto enlatado rotulado como Atun blanco, Albacora o Bonito del Norte.
3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, en el que la muestra a ensayar procede de un unico
miotomo de producto enlatado.
4. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la PCR se realiza mediante el siguiente programa
de ciclos de temperatura:
Etapa Temperatura Tiempo
Inicial 94C 2 minutos
Ciclo (x35) 94C 20 segundos
52C 20 segundos
72C 50 segundos
Final 72C 6 minutos
5. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la enzima que reconoce la diana de restriccion
AGT!ACT es la enzima Sca I, y la enzima que reconoce la diana de restriccion AGG!CCT es la Stu I.
6. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el analisis de los productos de la digestion
enzimatica se lleva a cabo mediante separacion electroforetica de los fragmentos y visualizacion de los
mismos por tincion de plata.
7. Procedimiento segun la reivindicacion 1 adecuado para identicar diferenciar la especie Albacora
(Thunnus alalunga) de otras especies de tunidos susceptibles de ser empleadas como substitutas de la
misma seleccionadas entre Rabil (Thunnus albacares), Rojo (Thunnus thynnus), Patudo (Thunnus obe-
sus), Listado (Katsuwonus pelamis), Bonito Sarda (Sarda sarda), Bacoreta (Euthynus alleteratus) y Melva
(Auxis thazard).
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